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Resumen
La investigación tuvo como objeto determinar el efecto de la poda de formación en árboles de olivo en las canti-
dades y la actividad de unidades formadoras de colonias de microorganismos fijadores de nitrógeno asociados 
a la rizósfera. El ensayo tuvo lugar en un cultivo ubicado en Sutamarchán, Boyacá. Se seleccionaron árboles 
iniciando estado productivo (< 4 años) bajo un diseño completamente al azar con dos tratamientos (poda y el 
crecimiento libre) cada uno con tres repeticiones. En muestras edáficas se midieron las poblaciones de microor-
ganismos diazótrofos, así como los contenidos de las concentraciones de NH4
+, NO3
-, CO, Fe y Mg y en muestras 
foliares se determinaron los contenidos de los análisis de varianza y de componentes principales, determinaron 
que la poda genera acidez en el suelo. Los niveles foliares y edáficos de N son bajos, sin embargo, las poblaciones 
de microorganismos fijadores son altas con poca eficiencia, al parecer por fijar N en vida libre. Las concentracio-
nes de Fe y Mg en el suelo permiten deducir que la actividad de nitrogenasa es constante, pero el nitrógeno se 
inmoviliza posiblemente en el metabolismo microbiano, negando la posibilidad de ser absorbido por el olivo de 
forma directa; los niveles de calcio limitan la nutrición nitrogenada, Se sugiere que es conveniente identificar las 
poblaciones, medir la actividad reductora de acetileno y la tasa de mineralización.
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Abstract
The aim of this research was to determine the effect of formative pruning of olive trees in the quantity of nitrogen 
fixing fungi colonies and their activity in the rhizosphere of productive trees established in Sutamarchán, Boyacá. 
Trees in productive stage (<4 years) old were selected and a complete randomized design with two treatments 
(pruning and no pruning) and three repetitions was used. Rhizosphere soil samples were carried out to deter-
mine the population of diazotrophs microorganisms and concentrations of NH4, NO3, CO, Fe y Mg; leaves were 
sampled to determine elements concentration. The statistical analysis concluded that pruning olive trees tended 
to increase the acidity in soil. N concentrations in soil and leaves were significantly lowest than the no-pruning 
trees. However, nitrogen fixing microorganisms populations were higher but with less efficiency, possibly related 
with the free-living fixation. The concentrations of Fe and Mg in soil, suggest a constant nitrogenase activity, but 
N is immobilized possibly by the microbial metabolism, lowering the possibility of being absorbed by the trees; 
Ca levels restricts the N nutrition. To take into account in future experiments, it´s suggested to identify microor-
ganisms populations, and measure acetylene reducing activity and the mineralization rate. 
Keywords: Nitrogenase, nitrogen, plant nutrition, nitrogen fixation.
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Introducción
La olivicultura ha estado presente en el Alto Ri-
caurte hace más de 200 años y se ha demostrado 
que produce aceituna en los árboles allí estable-
cidos a pesar de estar fuera del rango latitudinal 
tradicional para el establecimiento del cultivo, lo 
que infiere que se habrían adaptado a las condi-
ciones edafoclimáticas de la región. (Beghè, Gar-
cía Molano, Fabbri, & Ganino, 2015) realizaron 
estudios preliminares para identificar variedades, 
calidad de aceitunas y aceite, crecimiento y desa-
rrollo, absorción de nutrientes, entre otros, con 
el fin de determinar las condiciones que permi-
tieron esta adaptación y la producción, teniendo 
en cuenta que los árboles están plantados en 
suelos erosionados con deficientes condiciones 
fisicoquímicas y que ha sido necesaria la adición 
de materia orgánica, en proporción de diez kilos 
a la siembra y cinco kg/árbol cada año, estas 
investigaciones han permitido tener un mejor 
conocimiento del cultivo de olivo en el Trópico 
Alto Andino.
En consecuencia se espera que a nivel de la 
rizósfera se presenten una serie de interacciones 
microbianas que benefician los procesos nutri-
cionales de las plantas. Los exudados producidos 
por las raíces, como mucilagos azucarados, ami-
noácidos, ácidos orgánicos, lípidos, vitaminas, 
proteínas, enzimas, hormonas vegetales, alelo 
sustancias, compuestos de funciones secun-
darias o disolventes de elementos minerales, 
son atrayentes de comunidades microbianas 
(bacterias, hongos y actinomicetos), mesofauna 
(protozoos, nematodos, insectos y ácaros) que en 
el suelo constituyen un ecosistema muy diverso 
(Gupta & Mukerji, 2002). Además, en la proximi-
dad de las raíces se encuentran bacterias como 
Azotobacter, Azospirillum, Streptomyces, entre 
otras, que incrementan el crecimiento de las 
plantas y la cantidad de nitrógeno, fósforo y mag-
nesio en la rizósfera, dado que fijan N atmosférico 
y contribuyen a la mineralización de la materia 
orgánica (Frioni, 1999; Carrillo, 2003).
Generalmente el nitrógeno (N) no es un elemento 
que las plantas de olivo necesiten en dosis altas 
y la principal fuente la constituye la materia or-
gánica del suelo (MOS); sin embargo, suele ser el 
elemento mineral más comúnmente empleado en 
los programas de fertilización en el olivar. La tasa 
de extracción de N es baja, con una relación de 
3 – 4 g N kg-1 de aceituna cosechada, como máxi-
mo. Esta extracción, sumada a la del material de 
poda, es cercana a los 9 kg N ha-1 año, que suelen 
ser compensadas por la aportación del agua de 
lluvia y de la mineralización de la materia orgáni-
ca (Fernández-Escobar, Beltrán, Sánchez, García, 
Aguilera y Uceda, 2006). Por esto se sabe que 
en suelos con fertilidad buena, las necesidades 
de aporte de N del olivar son escasas (Barranco, 
Fernández-Escobar y Rallo, 2008).
La disponibilidad del N para las plantas de 
olivo está a cargo de microorganismos como los 
diazótrofos que son capaces de crecer sin fuentes 
externas de este elementos y que bajo tempera-
tura y presión atmosférica normal logran fijar el 
nitrógeno atmosférico en amonio (Frioni, 1999). 
Los fijadores de vida libre no se asocian de forma 
directa con la raíz, por lo cual se les determina 
como no simbióticos y aunque no son los que 
más nitrógeno atmosférico fijan (Burbano y Silva, 
2013), si son muy importantes al desarrollar esta 
actividad poniendo a disposición de las plantas no 
fabáceas el nitrógeno, que en con frecuencia es 
muy escaso a nivel edáfico, o por las condiciones 
de manejo es difícil su asimilación o utilización. 
La fijación requiere un acoplamiento eficiente 
entre los sistemas generadores de ATP y la protec-
ción de la enzima nitrogenasa frente al oxígeno, 
por lo cual estos microorganismos aumentan sus 
poblaciones cuando hay un suelo poco fértil y con 
ausencia de nitrógeno edáfico en forma de NH4
+ 
y NO3
- (Munévar, 2013) como ocurre en la región 
del Alto Ricaurte (Beghè et al., 2015).
Esta investigación cuantificó las poblaciones 
de microorganismos fijadores de nitrógeno en 
la rizósfera de árboles de olivo, con el fin de de-
terminar la actividad que pueden generar en el 
proceso nutricional del árbol.
Materiales y métodos
Sitio de estudio
La finca se denomina las Acacias y está ubicada 
en la vereda Roa en el municipio de Sutamarchán 
a 5º 37’ latitud norte y los 73º 34’ longitud oeste, 
perteneciente a la provincia del Alto Ricaurte. 
La finca tiene un suelo franco arcilloso, con un 
contenido de materia orgánica de 0,31%, fósforo 
6,08 ppm, calcio 5,21 cmolc kg-1, magnesio 4,39 
cmolc kg-1, hierro 7,68 ppm. Los datos se obtu-
vieron del análisis de suelo realizado en el terreno 
estudiado antes de plantar los olivos.
Según datos de la Estación meteorológica de 
Villa de Leyva, para esta zona, las temperaturas 
mínima y máxima promedio son de 7,1ºC y de 
26,1ºC, respectivamente; precipitación anual de 
980 mm, humedad relativa 76%, brillo solar de 
1614 horas año, fotoperiodo de 12,5 horas año y 
altitud promedio es de 2150 m.s.n.m., la región 
se encuentra ubicada sobre la cadena montañosa 
llamada la cordillera oriental que hace parte de 
los andes Colombianos en la región central del 
departamento de Boyacá.
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Población, muestra y unidades 
experimentales 
La distancia de siembra es de 5x5 m entre árbo-
les con trazado a tresbolillo. Se seleccionaron 6 
árboles de cerca de 4 años de edad con caracte-
rísticas fenotípicas homogéneas, e identificados 
como Olea europaea genotipo 4; el material de 
donde provienen los árboles se obtuvo de árboles 
plantados en la región desde 1950 cuya variedad 
se desconoce otros han sido propagados de árbo-
les que llegaron en la época de la colonia (Beghè 
et al., 2015), donde cada árbol correspondió a 
la unidad experimental. Se evaluaron dos trata-
mientos T1 (con poda) y T2 (sin poda). Se imple-
mentó un diseño completamente al azar con dos 
tratamientos y tres repeticiones, para un total de 
seis unidades experimentales. La composición 
físico química del suelo, y las variables climáticos, 
no sugirieron el uso de bloqueo. Los árboles del 
tratamiento con poda fueron en octubre de 2012 
y en septiembre de 2013. 
Métodos de campo 
Se realizó un muestreo aleatorio simple y de 
cada unidad experimental se tomaron muestras 
de suelo de la zona de la rizósfera a 25 cm de 
profundidad, en la gotera del árbol utilizando 
un barreno tipo holandés. Las muestras fueron 
enviadas al laboratorio para el análisis micro-
biológico y físico-químico. Para análisis foliar se 
tomó una muestra de 100 hojas por cada unidad 
experimental, se recolectaron de la parte central 
a basal de brotes situados a la altura del hombro 
del investigador en distintas posiciones siguiendo 
el método descrito por Barranco et al. (2008).
Análisis de laboratorio
Puesto que los bajos niveles de NH4 y NO3 en el 
suelo no permitieron su detección en laboratorio, 
se procedió a estimar los contenidos de MO, NT y 
ND conforme a los lineamientos vinculados con 
la metodología descrita a continuación.
De las muestras de suelo para determinar su 
composición fisicoquímica se usaron los siguien-
tes métodos: Walkley Black o combustión en ana-
lizador elemental para determinar el contenido de 
carbono orgánico (% CO), (pH) potenciómetro en 
agua, extracción con KCl 2N y titulación poten-
ciométrica para NH4
+ y NO3
- cuantificación por 
absorción atómica en citrato para hierro (Fe), 
cuantificación absorción atómica con digestión 
en frío de ácido fluorhídrico para magnesio (Mg) 
y colorimetría por Bray II para fosforo (P). Ya que 
estos elementos intervienen en la fijación biológi-
ca de N y en el número de colonias de diazótrofos 
(Atlas y Barta, 2001).
Para las muestras foliares se determinó el 
contenido de nitrógeno (N %) usando el método 
de combustión en analizador elemental. Estos 
análisis se realizaron en el laboratorio nacional 
de suelos del Instituto Geográfico Agustín Codazzi 
(IGAC).
Para cuantificar la población de microorga-
nismos diazótrofos (UFC g-1 suelo) se utilizó el 
protocolo de (Doberreiner y Day, 1976) utilizan-
do el medio de cultivo compuesto por KH2PO4, 
MgSO4, 7H2O, NaCl, CaCl2, FeCl3, MoO4Na∙2H2O, 
ácido málico, azul bromotimol, y agar agar. Se 
sembraron por triplicado en placa y se realizó el 
conteo con luz ultravioleta (UV).
Análisis estadístico
Para el análisis estadístico se empleó el paquete 
JMP®, Trial Version 11. Los datos se sometieron 
a prueba de supuestos de normalidad (Shapi-
ro-Wilk) y homogeneidad de varianzas (Bartlett). 
Una vez comprobados los supuestos se procedió 
a realizar análisis estadístico descriptivo y un 
análisis de varianza (ANOVA). Adicionalmente, 
a los datos de las variables de los análisis fisi-
coquímicos de suelo, análisis químico de tejidos 
vegetales y poblaciones microbianas de fijadores 
de nitrógeno se les realizó un análisis de com-
ponentes principales (ACP) con la finalidad de 
determinar las correlaciones entre las variables 
estudiadas, establecer patrones e intentar reducir 
el número de variables.
Resultados y discusión
Con base en el análisis de ANOVA, el pH del suelo 
fue significativamente mayor (p < 0,05) para el 
tratamiento sin poda en comparación con el de 













De acuerdo con los auto-valores, para el ACP se 
retuvieron los tres primeros componentes prin-
cipales, que explican aproximadamente el 81,4% 
Figura 1. Valores promedio de pH del suelo para los tratamientos T1 (con 
poda) y T2 (sin poda). 
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de la variación total de los datos. Las variables 
que tuvieron un mayor peso en los componentes 
fueron (figura 2) CO %, MO %, NT %, ND % y FN 
(Componente 1), P, Mg, Fe y N (Componente 2) y 
pH y Proteolíticos (Componente 3).
sombrío en el mismo departamento es de 5,9x103 
y el suelos sulfatados de Boyacá se han encontra-
do en valores de 1x102 a 1x104 UFCg-1 de suelo, 
eso según lo reportado por Munévar (2013), que 
pueden obedecer al intento biológico y natural por 
la vegetalización de un terreno (Varela y Rueda, 
2013), que presenta deficiencias en variables fisi-
coquímicas. Además se debe tener en cuenta que 
estos árboles se plantaron hace cerca de 5 años y 
están sembrados en un suelo que carece de capa 
arable (IGAC, 2005), tradicional para los olivos, 
con textura franco-arcillosa y en los cuales, de 
acuerdo con Munévar (2013), en zonas donde se 
produjeron eventos como quemas o remociones 
de terreno, posteriormente se presenta un incre-
mento en el número de colonias de diazótrofos; 
puesto que la fijación biológica de nitrógeno (FBN) 
es un proceso fundamental para la recuperación 
de los acervos de N en el suelo. 
Tabla 1. Coeficientes de correlación de Pearson entre las variables: nitrógeno foliar (N, %), fijadores de nitrógeno (FN, UFCg-1 suelo), microorganismos proteolíti-
cos (Prot., UFC g-1 suelo), fosforo (P, ppm), carbono oxidable (CO, %) materia orgánica (MO, %), nitrógeno total edáfico (NT, %) nitrógeno edáfico disponible (Nd, 
%) magnesio (Mg, me100 g-1 de suelo) y hierro (Fe, ppm). 
N FN Prot. pH P CO MO NT ND Mg Fe
N 1,00
FN -0,69 1,00
Prot. 0,33 -0,14 1,00
pH -0,17 0,00 0,53 1,00
P -0,33 -0,20 0,27 0,12 1,00
CO 0,44 -0,66 0,13 -0,09 0,10 1,00
MO 0,44 -0,66 0,13 -0,09 0,10 1,00 1,00
NT 0,44 -0,67 0,13 -0,09 0,09 1,00 1,00 1,00
ND 0,38 -0,74 0,10 0,02 0,18 0,98 0,98 0,98 1,00
Mg -0,76 0,75 0,03 -0,04 0,32 -0,17 -0,17 -0,17 -0,23 1,00
Fe 0,32 0,45 0,42 -0,06 -0,58 -0,30 -0,30 -0,30 -0,46 0,08 1,00



































Figura 2. Diagrama bivariado para el análisis de componentes principales. 
Se evidencian los pesos de las variables para cada componente principal. 
Figura 3. Unidades formadoras de colonia de microorganismos fijadores 
de nitrógeno (FN, UFC g-1 de suelo) para los tratamientos T1 (con poda) y 
T2 (sin poda). 
Presencia de los microorganismos 
fijadores de nitrógeno en el rizósfera del 
olivo
Aunque las UFC para microorganismos fijadores 
de nitrógeno para los tratamientos evaluados no 
presentaron diferencia estadística, los valores 
son altos en comparación con forestales nativos 
usados como sombrío, en la zona cafetera es de 
3x102; en cultivos de maíz en el departamento 
del Tolima es de 1x102; en sembradíos de café 


















Las bacterias que participan en la fijación 
biológica del nitrógeno y solubilización del fósforo 
inorgánico tienen también la capacidad de inducir 
cambios fisiológicos en la planta, que estimulan la 
tasa de crecimiento (Rao, Ramakrishnan, Adhya, 
Kanungo, & Nayak, 1998). Los mecanismos que 
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son activados por estas bacterias están relaciona-
dos con la síntesis de reguladores del crecimiento 
(Bashan & Holguin, 1997) como auxinas, citocini-
nas y giberelinas, así como en la síntesis de pre-
cursores de estas hormonas, las que intervienen 
en el crecimiento, desarrollo y diferenciación de 
órganos en las plantas (Davis, Curry, & Steffens, 
1991; Dubeikovsky, Mordukhova, Kochetkov, 
Polikarpova, & Boronin, 1993; Kuss, Kuss, Lova-
to, & Flôres, 2007). Al reducirse las deficiencias 
nutricionales, distintos procesos fisiológicos y 
metabólicos se realizan de forma más eficiente, 
adicionalmente, contar con una maquinaria 
microbiana anexa a su sistema radical, permite 
expresar mayor desarrollo y sanidad.
Aunque los arboles fueron sembrados en el 
mismo momento y se sometieron a las mismas 
condiciones de manejo y ambientales, posible-
mente el estrés generado por la poda (T1), provocó 
reacciones hormonales, aumentó la actividad 
metabólica y la síntesis de proteínas y como res-
puesta se incrementó la población microbiológica 
de la rizósfera. 
Correlación entre el número de colonias 
fijadoras de N y los contenidos de 
amonio y nitrato edáfico 
Del contenido de MO 4,1%±0,59) se calcularon los 
niveles de NT 0,21%±0,03), lo que se considera 
un porcentaje bajo para clima frío, y en conse-
cuencia los niveles de NH4
+ y NO3
- en la rizósfera, 
no fueron detectados en pruebas de laboratorio.
Correlaciones entre FN y las demás 
variables medidas
Se presentaron correlaciones positivas altas para 
FN: pH y Fe, que pueden indicar que los incre-
mentos en UFC de FN obedecen a mayores dispo-
nibilidades de Fe y Mg en suelo. Caso contrario lo 
que sucede con FN en comparación con CO, MO, 
NT y Nd, en donde las correlaciones presentaron 
valores negativos altos, lo que indica que las UFC 
de FN son inversamente proporcionales a los con-
tenidos de los elementos ya mencionados. Para 
las demás variables las correlaciones fueron cer-
canas a cero indicando poca a ninguna relación. 
No se presenta relación de diazótrofos con el 
pH probablemente porque el rango de acidez es 
el indicado para su crecimiento y además estos 
microorganismos tienen un rango amplio de to-
lerancia con esta variable (Atlas & Bartha, 2001).
La baja correlación entre FN y P posiblemente 
se explica porque las bacterias emplean la MO del 
suelo o los exudados de la raíz como fuente de C, 
mientras que el P reportado en los análisis edá-
ficos se encontraba en forma disponible (H2PO4
-) 
que no puede ser empleado por las bacterias como 
fuente energética, dado que estas lo consumen 
de forma orgánica principalmente. 
La correlación entre FN con Fe y Mg es positiva 
porque son dos cationes que intervienen en la 
fijación biológica de nitrógeno y son importantes 
a nivel de la enzima nitrogenasa al dar el poder 
reductor de la ferredoxina, además por la ferro-
proteína que conforma la estructura de la enzima, 
también el Mg es cofactor enzimático y contribuye 
en la transferencia de energía (Frioni, 1999).
El número de colonias de fijadores de ni-
trógeno presentes en la rizósfera de los olivos 
plantados en el Alto Ricaurte es en promedio 
1,28x105 UFCg-1 de suelo, mientras que en otros 
estudios similares en Colombia, se encontró que 
en forestales nativos usados como sombrío en 
la zona cafetera es de 3x102; en cultivos de maíz 
en el departamento del Tolima es de 1x102; en 
sembradíos de café bajo sombra en Quindío hay 
2,6x103; en café sin sombrío en el mismo depar-
tamento es de 5,9x103 y el suelos sulfatados de 
Boyacá se han encontrado en valores de 1x102 
a 1x104 UFCg-1 de suelo, según lo reportado por 
Munévar (2013). 
Como se observa son valores inferiores en el 
número de colonias de microorganismos dia-
zótrofos excepto por un estudio realizado en la 
sabana de Bogotá en la filósfera de eucaliptos que 
produjo 3x105 UGC g-1 de suelo. Adicionalmente 
Atlas & Bartha (2001), mencionan que el número 
de fijadores de vida libre suele ser abundante, en 
especial en la rizósfera en contraste al suelo libre 
de raíces, pero la tasa de fijación de estos microor-
ganismos es baja, aunque es favorable para la 
absorción por las plantas (Varela y Rueda, 2013). 
Esto se debe a: las bajas condiciones nutricio-
nales del suelo, el poco tiempo relativo de planta-
dos los árboles (<4 años) y las incorporaciones de 
materia orgánica realizadas durante este tiempo 
(32 kg de compost árbol-1 aproximadamente), lo 
que ha  favorecido este aumento poblacional; ade-
más las especies vegetales tratan de establecer 
una relación simbiótica o asimbiótica con espe-
cies microbianas, para propiciar esta cobertura 
vegetal en un terreno que no había sido cultivado 
antes (Munévar, 2013). 
Los diazótrofos capturan e inmovilizan el 
nitrógeno en su metabolismo, reduciendo las 
concentraciones de amonio o nitrato en el medio 
(Munévar, 2013); aunque la ausencia de éstos 
compuestos nitrogenados favorece la presencia 
de fijadores de nitrógeno (Varela y Rueda, 2013) 
y como consecuencia se evidencia una relación 
inversa entre estas variables. Puesto que las con-
centraciones de NH4
+ y NO3
- en la rizósfera y los 
aportes en fertilización nitrogenada no superan 
los 10 g/árbol, no presentan una deficiencia de 
nitrógeno notable, lo que muestra que aunque la 
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fijación de nitrógeno por diazotrofos es limitada, 
está se da en un tiempo corto, culminando el ciclo 
biológico y encontrando nitrógeno mineralizado 
a partir de los residuos de microorganismos 
(Frioni, 1999). 
Uno de los árboles evaluados presentó clorosis 
foliar, que conforme con el análisis (tabla 2) es 
probable que obedezca a una deficiencia de nitró-
geno. Este mismo árbol presentó el mayor número 
de colonias de diazótrofos, debido posiblemente a 
que las plantas al ser son sometidas a este tipo de 
deficiencia exudan compuestos orgánicos (Varela 
y Rueda, 2013) que favorecen el crecimiento de los 
microorganismos en la rizósfera que incrementan 
la absorción de nitrógeno. En esta misma unidad 
experimental se presenta el menor porcentaje de 
nitrógeno rizosférico, y obedece a lo analizado 
anteriormente, en que la relación es inversa en-
tre nitrógeno total y poblaciones de diazótrofos 
(Burbano y Silva, 2013).
La tasa de fijación simbiótica por rizobios tiene 
la mayor contribución en las cantidades fijadas 
de nitrógeno, donde esta suele ser 2 o 3 órdenes 
de magnitud superior a las cantidades fijadas por 
microorganismos de vida libre (Atlas & Bartha, 
2001), y además al haber simbiosis, las plantas 
usan el nitrógeno que fijan los nódulos directa-
mente, siendo más eficiente la fijación simbiótica 
que la biológica, a nivel de la nutrición vegetal. 
Puesto que la raíz de los olivos no forman nódulos 
(Barranco et al., 2008), se presume que la única 
forma de fijación de N para este cultivo debe ser 
de carácter no simbiótico.
Conclusiones
La población de fijadores de nitrógeno presentes 
en la rizósfera de los olivos plantados en el Alto 
Ricaurte fueron en promedio de 1,28x105 UFC g-1 
suelo y presentaron mayor densidad poblacional 
en los árboles podados, comparados con los de 
libre crecimiento, posiblemente, como respuesta 
al estrés de procesos fisiológicos de la planta y 
el aumento de los exudados radiculares. Los 
microorganismos fijadores de nitrógeno tuvieron 
una correlación negativa con los contenidos de 
nitrógeno total edáfico y foliar, y no presentaron 
diferencias entre los tratamientos. El pH es la 
única variable afectada significativamente por 
los tratamientos. En los árboles podados tuvo 
valores ligeramente ácidos y tendiendo a la neu-
tralidad en los árboles sin poda. Los valores de 
acidez son favorables para la mineralización de 
la materia orgánica.
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